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Biopesticide comprenant une composition 
riche en polysulfures de diallyle 



La pr6sente invention est relative a des compositions k base de polysulf ures de 
diallyle, et de biopesticides comprenant ces compositions. Uinvention est aussi relative 
k Tutilisation de biopesticides h base de ces compositions riches en polysulfures de 
diallyle pour leur.activite insecticide elBRcace vis-^-vis d'un grand nombre d'insectes. 

L'invention est 6galement relative au proced6 d'obtention de ces 
compositions. 

Les composes secondaires des plantes sont reputes depuis Tantiquit^ pour 
leurs propriet^s pharmacologiques et Thomme s'int6resse depuis des decennies k leurs 
propri^t6s biologiques. 

Parmi ces plantes. Tail est Time des plus 6tudi6es et des plus utilis6es pour ses 
diverses propri6tes antibact6riennes, antimycotiques, mais 6galement pour son action 
positive sur la diminution du cholesterol, Tinhibition de Tagregation plaquettaire bu 
Tamelioration de Tactivite fibrinolytique (Monographic de Tail, Commission E -1998), 

Cette diversite d'activit^s est directement liee a la diversite des molecules 
soufr^es (actifs) qui sont obtenues lors de la constitution et la degradation de molecules 
precurseurs telles que le y-glutamyl-cysteine et Talliine (molecules que Ton trouve 
dans Tail), L*action antibact6rienne observ6e est par exemple liee a Tallicine issue de 
la transformation enzymatique de Talliine (Cavallito et al 1944)*. . 

LUnt6rSt phytosanitaire des molecules soufrees et plus particuli^rement celles 
de Tail a egalement 6te 6tudi6e (Auger 2001). Des cas d'effets antiappetents et repulsifs 
out 6t6 observes par exemple sur Epilachna varivestis oil des extraits d'ail reduisent 
significativement le taux de ponte des f emelles de psylle du poirier Cocopsylla pyricola 
(Weisslingetal. 1997). 

• 

De plus, divers ordres d'insectes sont sensibles aux effets insecticides des 
allium. C'est le cas de la mouche blanche des serres Bemisia argentifoUi, dont les oeufs, 
les nymphes et les adultes sont sensibles k la presence de divers extraits d'ail (Flint et 
al. 1995), 
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Auger et ses coUaborateurs ont montr6 que- les insectes soumis k une 
fumigation ne presentent pas tous la m6me sensibilit6 aux molecules soufr6es. lis ont 
calculi des concentrations 16tales CL50 (concentration exprlm6e en mg de produit/L air 
pour laquelle 50 % des insectes sont tues apr^ 24 h de traitement) sur des molecules 
pures pr^sentes dans Tail : le disulfure de diallyle (DAS2), le disulfure de dim6tiiyle 
(DMS2), le disulfure de dipropyle (DPS2), le thiosulfinate de dimethyle (TiM2), 
I'allicine (TiA2) (Auger et al 2002, 2001 ; Huignard et al 1999). Les CL50 varient en 
fonction des insectes testes mais aussi en fonction du stade de d^veloppement de 
I'insecte (un adulte est gendralement plus sensible qu'une larve, elle m6me plus 
sensible que 1' ceuf). 

Le brevet EP 0 843 965 d6crit une Emulsion pesticide contenant un 6mulsifiant 
6yentuellement associ6 a des extraits d'ail. Cependant, il est seulement note que 
I'extrait d'ail est obtenu par une extiraction k I'aide d'un solvant organique k partir de 
gousses fridches et la composition des extraits utilises n'est pas d^crite. 

Le brevet EP 0 945 066 d^crit une composition k vocation pesticide, 
insecticide et/ou fongicide comprenant un extrait ou une huile d'ail en melange avec un 
autre actif (huile essentielle, huile veg6tale, minSrale ou animale.,.)- Aucune 
composition precise des extraits d'ail utilises n'est cependant ddcrite. 

Malgre I'interSt phytosanitaire de Tail, tous les produits commerciaux k base 
d'ail connus (par ex.. Garlic Barrier, Organomex Gard-S) sont pr6conis6s en tant 
qu' agent r^pulsif ou comme stimulateur de croissance. Aucun produit n'est a ce jour 
coinmercialis6 comme insecticide. La complexite de la chimie de I'ail, li€e aux 
difficult6s analytiques et industrielles pour obtenir des extraits d'ail standardises ayant 
une composition parfaitement d6finie et reproductible, explique qu'aucun produit 
commercial de composition clairement 6tablie ne soit disponible en tant que bio- 
pesticide sur le march6 actuellemenL 

La demanderesse a decouvert une composition chimique specifique et bien 
definie ayant une activite insecticide efficace vis-a-vis d'un grand nombre d'insectes et 
repondant aux conditions habituelles d*utilisation en milieu agricole (stability 
satisfaisante au stockage k temperature ambiante). 

La demanderesse a ainsi mis au point une composition caracteris6e par une 
teneur defmie en polysulfures de diallyle, qui constitue Tobjet de Tinvention. 
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Un autre objet est constitu6 par Its biopesticides comprenant ime compositioB 
telle que defiiiie ci-dessus. 

Un autre objet de rinvention est constitue par Tutilisation de ces biopesticides 
pour latter contre des ravageurs des denrees agricoles et alimentaires ainsi que les 
5 ravageurs des bois et textiles. 

Un autre objet de Tinvention est constitu6 par Tutilisation de ces biopesticides 
pour lutter contre rinfestation des humains et animaux par les insectes suceurs. 

Un autre objet de Tinvention est constitu6 par le proc6d€ de preparation d*une 
composition comportant ces caracteiistiques. 

1® D'autres objets apparaltront h la lecture de la description et des exemples qui 

suivent 

La presente invention a pour objet, une composition caract^risee par le fait 
qu'elle contient du sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du 
IS trisulfure de diallyle (DAS3), du t6trasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en 
poids 6quivaut au moins a un milligranrnxe par gramme de composition* 

Par DAS, on entend sulfure de diallyle, par DAS2, on entend disulfure 4e 
diallyle, par DAS3, on entend trisulfure de diallyle, par DAS4, on entend tetrasulfure 
de diallyle, 

20 De pref6rence, au moins 50 % des DASn sont constitues de DAS2 et DAS3. 

Par DASn, on entend des polysulfures de diallyle. 

La composition selon Tinvention peut comprendre un extrait d'ail. De 
pref6rence, dans cet extrait d'ail, les composes soufres sont majoritaires. Par composes 
soufres, on entend polysulfures de diallyle (DASn), disulfure de dimethyle (DMS2), 
25 disulfure de dipropyle (DPS2), thiosulfinate de .dimethyle (TiMS), aUicine (TiA2). 

De preference, les DASn representent plus de 50 % des composes soufres de 
I'extraitd'aiL 

Cette composition peut comprendre egalement du Gluacs (y-glutamyl-S- 
allylcyst€ine), de T allicine ou de Talliine. 
30 La composition selon Tirivention peut Stre depourvue d'allicine et/ou d*alliine. 

L'invention a egalement pour objet un biopesticide comprenant, entre autres, la 
composition riche en DASn pr^c^denoment decrite. 

Le biopesticide selon T invention peut egalement comprendre des adjuvants de 
formulation tels que des huiles, emulsifiants et solvants divers. 
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L'invention a 6galement pour objet rutilisation du biopesticide pour lutter 
centre les ravageurs des denr^es agricoles et alimentaires, et les ravageurs des bois et 
textiles. Ce biopesticide peut 6galement 6tre utilis6 pour lutter contre I'infestation des 
humains et animaux par les poux ou autres insectes suceurs. 

Les compositions riches en DASn dicrites dans l'invention sont susceptibles 
d'etre obtenues par le proc6d6 de preparation suivant qui permet la preparation selective 
d'une composition renfermant du DAS. du DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la somme en 
poids 6quivaut au moins h un milligramme par gramme de composition h partir d'ail : 

Les extraits d'ail utilises dans la composition selon l'invention sont obtenus par 
une extraction aqueuse k partir d'aulx frais. 

Le proc6d6 de preparation d'une telle composition consiste k 

• broyer & chaud les aulx frais, 

• iecup6rer les fractions volatiles, 

• presser le broyat en presence ou non d'eau a une temperature comprise entre 10 et 

60 "C, 

• filtrer le jus de Tail, 

• le concenti-er sous vide h basse temperature (T s eCC) jusqu'k obtenir une 
concentration adequate, generalement comprise entre 30 et75 degres Brix. Le degre 
Brix dont la mesure est effectuee k I'aide d'un refractometre, est le poids en gramme 
de matieres sfeches contenu dans 100 grammes de produit.. 

• recuperer les fractions volatiles et les reintroduire dans les extraits pour obtenir la 
composition qui fait Tobjet de la presente invention. 

Dans certains cas, I'activite enzymatique de Tail (notamment celle liee a 
I'aUiinase) est inhibee par un traitement tiiermique adequat applique avant I'extraction. 
Une acidification permet aussi d'inhiber I'activite enzymatique. II est egalement 
possible d'utiliser des sulfites poxur eviter les phenomenes d'oxydation lors du broyage 
au cours du deroulement du procede. 

Les differentes conditions d'extraction sont maltrisees afin d'obtenir des 
compositions k base d'extiraits d'ail presentant des profils en composes soufres et des 
compositions cMmiques differentes, notamment en Y-glutamyl-S-allylcysteine (Gluacs), 
en allicine (TiA2) et en polysulfures de diallyle (DASn). 

Des variantes dans le procede precedemment decrit de preparation de la 
composition selon l'invention ont conduit k des compositions numerotees « exti-ait 00 » 
k « extrait 05 ». 
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Les exemples suivants illustrent I'invention sans la limiter aucunement 

Ex&mple 1 : Compositions selon IMn vention et molecules utilisfes ftn 
c'omparaison 

5 

Les produits commerciaux connus k base d'ail ne levendiquent pas de 
propridt€s pesticides ^proprement parler. Us sont vendus en tant qu' agent r^pulsif ou 
stimulateurs de croissance. Panni ceux-ci, la demanderesse a retenu TOrganomex 
Gard-S, le Garlic Barrier et le Garvitan, Deux molecules de reference, le DAS2 
10 (Aldrich) et I'aUicine (TiA2 purifi6 par Mr Auger, Universite de Tours) sont egalement 
utilis6es en comparaison. 

La composition des extraits est determinee par HPLC sur une coloime 
SpherisqrbODS2 (5/im 4,6 x ^50 mm) equip€e d'une pr€-colonne de 10 mm lemplie de 
15 la mSme phase stationnaire. Le gradient d'61ution est d6tennin6 d'aprds les travaux de 
Knoblock et Lawson (Knobloch et col. (1990) Planta .med. 56, 202-211, Lawson et al 
(1991) Planta Med. 57, 363-370). 

••■ 

Un chromatogramme typique est pr6sente sur la figure jointe (figute 1) et la 
composition des diff6rents extraits est syntli6tisee dans le tableau suivant, la 
20 composition des difKrentes molecules 6tant exprim6e en mg/g d'extrait 



Extrait 


Gluacs 


AUiine 


Allicine 


DAS 


BAS2 


DAS3 


BAS4 


BASn 


Extrait 00 


1.250 


7,550 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Extrait 01 


6.854 


0 


0.000 


0.741 


1.898 


6.033 


1.375 


10.047 


Extrait 02 


7.027 


0 


0.000 


0.957 


3.964 


10.178 


1.473 


16.572 


Extrait 03 


5.870 


0 


0.000 


0.024 


0.134 


0.781 


0.226 


L165 


Extrait 04 


0.000 


0 


0.000 


.0.902 


3.737 


9.595 


1.389 


15.622 


Extrait 05 


0.000 


0 


0.391 


0.009 


0.023 


0.073 


0.000 


0.105 


Garlic 
Barrier 


0.000 


0 


o.oop 


0.003 


0.007 


0.010 


0.002 


0.022 


Organomex 
Gard-S 


4.501 


0 

• 


0.000 

• 1 > 


0.011 


0.025 


0.202 


0.055 


0.293 


Garvitan 


0.000 

* 


0 


0.146 

■ 


0.000 


0.000 


0.000 


0,000 


0.000 



DASn = somme des concentrations en [DAS+DAS24-DAS3+DAS4] 
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Les produits du commerce sont, en fonction de la molecule soufr6e consid6ree, 
entre 2 et 1000 fois moms riches en composes soufres que les extraits 01 ^ 04 faisant 
robjet de la pr6sentse demande. 

^^r^.rr^ p\e'. 1 1 Act ^vit^- p^-sficide en cspace clQg de^ e-T^traits 01 i 04 

L'activite pesticide des extraits est mesnrde en espace clos sur des insectes 
adultes. Chaque valeur repr6sente la moyenne de trois experiences faisant intervenir 
chacune 30 insectes repr^sentatifs de trois ordres d'insectes diff6rents : 

- lepidoptfere (La mite dn vStement Tineola bissellielld), 

- isopt^re (le termite de Saintonge Reticulitermermes santonensis) et 

- col€optfere (la bruche du haricot Callosobruchus maculatus): 

La CL50 mesuree correspond a la concentration exprim€e en mg de produit /- 
litre d'air pour laqueUe 50% des insectes sont tues aprfes 24 h de traitement 

Les r6sultats. represent6s sur rhistogramme joint (figure 2), sont synthetis6s 

dans le tableau suivant : 




NM = Non Mesur6 

NQ ?= Non Quantifiable du fait de 1' absence d'activit6 
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Ainsi, les extraits d'ail 01 k 04 et les mol6cules de reference (DAS2 et TiA2) 
testes montrent une activity insecticide, les mol6cules de r6f€rence pr6sentant les 
efficacit6s les plus importaates. 
5 Les extraits d*ail selon Tinvention sont tres efficaces sur les trois sortes 

d'insectes testes avec des CL50 comprises entre lA et 2.4 mg/L pour la mite, entre 13 
et 2-1 mg/L pour le termite, et entre 18.0 et 25.0 mg/L pour la bruche. Ces especes 
d'insectes sont representatives d'insectes nuisibles d'interet economique, le termite 

« 

etant pr6judiciable au bois d'oeuvre, la bruche etant uu ravageur des denr^es stockees et 

10 la mite 6tant pr6judiciable aux vStements et aux textiles. 

Les conipos€s du commerce testes. Garlic Barrier, Organomex Gard-S et 
Garvitan, montrent tous des aotivites trfes nettement inferieures aux extraits faisant 
Tobjet de la presente demande. Le Garlic Barrier, le seul efficace sur les 3 insectes 
testes, montre une efficacite entre 10 et 285 fois plus faible que les extraits 01 k 04. 

IS Les composes Organomex Gard S et Garvitan ne sont pas efficaces sur la 

brache, ce qui pent 8tre explique par urie plus grande resistance de ce coleopt^re aux-; 
traitements phytosanitaires en general. . 

Exemple 3 : Relations entre efficacit6 pesticide et composition chimique 

20 

Les extraits riches en DASn ont montre une activite pesticide 6Ievee, 
beaucoup plus que Textrait contenant de Tallicine. Or, de nombreux articles montrent 
que Tallicine est le compose le plus toxique pour la plupart des insectes, et que la 
toxicite des molecules de la plus toxique vers la moins toxique est : TiA2 (allicine) ^ 

25 TiM2 (thiosulfinate de dim6thyle) > DMS2 (disulfure de dim^thyle) > DAS2 > DPS2 
(disulfure de dipropyle) (Auger et Thibout, 2001 ; Auger et aL, 2002 ; Auger et al., 
1999). II est generaiement reconnu que les Ti (thiosulfinates) sont 10 a 100 fois plus 
toxiques que les DS (disulfures). 

Bien qu'il n'y ait que tres peu de travaux decrivant Teffet pesticide des DASn, 

30 r efficacite des extraits faisant I'objet de la demandq pent Stre associee k leur richesse 
en DAS3, le DAS3 etant connu pour Stre plus toxique que le DAS2 (Nammour et aL, 
1989). - 
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II est egalement possible, dans une certaine mesure, de corr61er l'activit6 
biopesticide des extraits selon l*invention a la teneur en DASn. Ainsi en partant de 
ractivite du DAS2 de ref6rence sur mite et bruche, on pent calculer I'activite 
biopesticide theorique que Ton obtiendrait en assimilant la concentration totale en 
DASn des extraits h. du DAS2. Ce test n'a pas 6t6 realist sur termite. 

Les activite dii DAS2 sont de 0,02mg par litre et de 0,5 mg par litre pour 
obtenir la CL50 respectivement sur la mite et la braohe (voir tableau des Texeraple 2). 
L*extrait 01 par exemple contient 10,047 mg de DASn par gramme d^extrait (d6termin6 
dans r exemple 1). Si on assimile cette quantite de DASn k du DAS2, alors il faudrait 
l,99mg d'extrait pour obtenir une CL50 identique a celle obtenue avec le DAS2 de 
reference* Or, les valeurs observ6es montrent que l,62mg d*e.xtrait 01 par litre est 
suffisant pour atteindre la CL50, 

Les autres valeurs du tableau sont calculees sur le mSme principe. 



Extrait 


Mite 
CL50 (mg/1) 
calculee 


Mite 
CL50 (mg/1) 
observ6e 


Bruche 
CL50 (mg/1) 
calculee 


Bruche 
CL50 (mg/1) 
observ^e 


Extrait 01 


1.99 


1.62 


49.77 


24.96 


Extrait 02 


1:21 


1.36 


30.17 


24.82 


Extrait 03 


17.17 


2.43 


429.18 


25.96 


Extrait 04 


1.28 


1.52 


32.01 


17.82 


• 

Garlic Barrier 


. 909 


67.4 


22757 


24Z82 


Organomex 
Gard-S 


68 


50.65 

• 


1706.5 


NQ 


DAS2 


0.02 . 


0.02 


0.5 


0.5 



En r^gle gen6rale, on constate que ractivit6 observ6e (inverse de la CL50) est 
legerement plus forte que ractivite calcuI6e, ce qui confirme Tefiicacit^ sup^rieure des 
DAS3, voire DAS4, par rapport a celle du DAS2. Ceci est d'autant plus vrai que la 
teneur totale en DASn est faible comme dans le cas de T extrait 03 par exemple. Une 
teneur 61ev6e en DAS3 est done avantageuse au niveau de Tefficacite biopesticide de 
Textrait selon Tinvention. 
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Les produits dti marche Garlic Barrier et Organomex Gard S renferment trop 
peu de DASn poxir montrer une efficacit6 satisfaisante, et on constate mSme un effet 
seuil puisque T Organomex n*agit pas sur la bruche quelque soit son dosage. 

Le Garvitan 'ou Textrait 05, relativement riches en allicine, pr6sentent une . 
5 activite faible. Le principal inconvenient de ce prodnit est la faible stabilite de Tallicine 
k temperature ambiante (conditions de stockage commimement utilisees en agriculture). 
Le f oumisseur du Garvitan pr6conise une conservation de cet extrait k + 4 ^^C avec une 
DLUO (date limite d' utilisation optimale) de 6 mois. 

10 En conclusion, les produits disponibles sur le marchS ne sont pas vendus en 

tant que pesticides. lis sont pauvres en allicine et en DASn, et en tout cas, trop pauvres 
pour montrer une activity satisfaisante. 

Exemple 4 : Activite pesticide sur aleurodes par pulverisation 

15 

L'activit6 repulsive et 16tale de I'extrait 01 vis-^-vis des mouches blanches 
Triqleurodes vaporarium (adultes foumies par la society Biobest) est mesur6e sur des 
plants de tomate de 15 cm de haut dans une tour d,e Potter en conditions contrdlees 
(temperature 21 ^C, humidite relative 70 %). 
20 Les larves utilisees sont obtenues en insteJlant des adultes sur des pieds de 

tomate non trait€s. 

Les modalitSs testdes sont les suivantes : 



Modalite 


Produit actif 




(L/ha) 


• 

Contrdle (eau distill€e) 


0. 


Extrait d' ail 01 


2 


Extrait d'ail 01 


3 


Extrait d'ail 01 


4 


R6f6rence toxique ; Applaud 


0.3 


(pxoduit commercial) 


* 



25 Chaque modalite comporte 4 repetitions comprenant 10 £i 25 adultes. 



1 er depot 



10 



Les differents produits actifs sont dilues au demi dans un diluant ad^quat. 
L' applaud, pesticide de synthese commercialise par la soci6te Calliope et utilise ici 
comme r6f6rence n'est pas dilir6 car d6ja prfet k I'emploi. Les tests de repulsions sont 
men6s par pulverisation sur les feuilles avant introduction des adultes, les tests de 
. mortalites sont menes aprfes une seule pulverisation sur les feuilles infest6es par les 
aleurodes. 

Les Etudes ont et6 effectu6es a Taide d'un logiciel statistique - ITCF (Institut, 
Technique des C6reales et Fourrages de Paris), 



Les r^sultats de T analyse statistique mettent en Evidence le fait que Textrait 01 
a un effet r6pulsif sur les femelles & partir de la dose de 3 L/ha occasibnnant une 
reduction significative de la fec6ndit6 des femelles une semaine apr^s leur installation : 



Modalit6 


Nombre de femelles. 


F€condite 


Groupes 




(sonrnie des 


(nombre moyen 


homogdnes (test de 




dififerentes 


d'ceufs pondus / 


Newman-Keuls au 




repetitions) 


femelles) 


sexiil de 5%) 


Temoin 


100 


22 


A 


BstraitOl ^2 L/ha 


67 


15 


AB 


Extrait Oi a 3 L/ha 


190 


11 


BC 


Extrait 01 & 4 L/ha 


115 


6 


BC 


Applaud ^0.3 L/ha 


42 


14 


C 



L'extrait 01, des la dose de 2 L/ha, a aussi un effet significatif sur la mortalit6 
des jeunes larves. A la dose de 4 L/ha, Tefficacite est identique a celle de TApplaud a 
0,3 L/ha : 



Modality 


. Mortality mesur^e 
(% de larves mortes 
/ larves totales) 


Mortalite 
transfonn6e 


Groupes homogenes 
(test de Newman- 
Keuls au seuil de 5 
%) 


Temoin 


0 


0 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


26.6 


27-0 


B 



' I- " - 
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— — — — — — — — — — 

Extrait 01 si 3 L/ha 


55.6 


48.2 


BC 


Extrait 01 & 4 L/ha 


80.0 


67.2 


c 


Applaud a 0.3 L/ha 


78,4 


67.7 


C 



L* extrait 01 a un effet encore plus important sur les larves les plus &g6es 
(larves au stade L3-L4). Dhs la plus faible dose (2 L/ha), les resultats obtenus mettent 
en 6vidence une efficacite comparable, voire sup6rieure h celle de la reference : 

S 



Modaiite 


Mortaiite mesur^e 
(% de larves mortes 
/ larves totales) 


Mortaiite 
transform^e 


.. , . _ .. 

Groupes homog^nes 

(test de Newman- 

Keuls au seuil de 5 

%) 


T6moin 


0 


0 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


92.8 


73.8 


B 


Extrait 01^3 L/ha 


100 


90.0 


C 


Extrait 01 ^ 4 L/ha 


98.6 


85.4 


c 


Applaud k 0.3 L/ha 


93.6 


75.7 


B 



L' analyse de la mortaiite des jeunes larves (analyse sur 355 larves) a Taide 
d'un logiciel d'analyse probit pennet de d6terminer une DL50 (dose occasionnant 50 % 
de mortaiite) pour Textrait 01 de 2.64 L/ha, avec une fourchette comprise entre 2.34 et 
10 2.87 L/ha. 

L'extrait 01 est done tr&s actif sur les larves d'aleurode pour lesquelles un effet 
dose a pu 8tre mis en Evidence. Get extrait est d'ailleurs plus efficace sur les larves 
agees que sur les jeunes, avec une efficacite comparable k celle de T Applaud des 2 
L/ha sur les larves agees et des 4 L/ha sur les larves jeunes. 
15 ' • 

* ■ 

Exemple 5 : Activite pesticide sur pncerons 

La m8me €tude .que pr^cedemrnent est conduite aux mSmes dosages sur les 
pucerons des cereales Rhopalosiphum padi sur des plants de ble de 15 cm de haut (15 k 
20 50 pucerons par modality et par essai). * . 

Le produit conamercial de rdf^rence est le Decis CE, pesticide de synthase 
dose 0.12 kg /ha. 
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Modalit6 


Mortalite mesur^e 


Mortality 


Groupes homog^nes 




(% de pucerons 


transfonnSe 


(test de Newmaa- 




morts) 




Keuls au seuil de 5 








%) 


T6moin 


2.44 


7.25 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


4.34 


8.06 


A 


ExtraitOi a3L/ha 


4.34 


11.51 


■ A 


Extrait 01 a 4 L/ha 


12.14 


20.96 


* 

B 


Decisa0.12kg/ha 


92.18 


74.06 


C 



L' extrait 01 se montre actif centre les pucerons mais k des dosages beaucoup plus 
61ev6s que le produit de reference. 



JBxemple 6 : Activite pesticide sur araignee roug e 

La meme etude que celle d6crite dans Pexemple 4- est menee aux mSmes 
dosages sur TaraignSe rouge Panonychus ulmi mise en test sur des feuilles de 
pommiers mainteaues en survie sur du papier filtre avec une bande de coton sur le 
petiole. L'aire d'exposition aux produits de traitement est d6Iinut6e sur les feuilles k 
I'aide d'une barriere de glue. 

Le produit de traitement de r6f6rence est le Kelthane, pesticide de synthese, au 
dosage de 1 L/ha. 



Test sur des adultes : 



Modality 


Mortality sur acariens adultes 
(% de pucerons mqrts) 


Groupes homog^nes (test de 
Newman-Keuls au seuil de 5%) 


T6moin 


38 


A 


Extiait 01 a 2 L/ha 


100 


B 


Extrait 01 k 3 L/ha 


100 


6 


Extrait 01 a 4 L/ha 


. 100 . 


B 


Kelthane h. 1 L/ha 


100 


B 



N.B. il n'est pas tenu compte des acariens engines dans la mortalite. 
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L'extrait d*ail a un effet tres positif sur la mortalite des acariens adultes, et 
cela des le plus faible dosage : 



Test sur des larves : 



Modalite 

* 

* 


Mortality de larves 
jetmes 
(% de pucerons morts) 


Mortalite 
transfotm€e 


Groupes homogenes 
(test de Newman-Keuls 
au seuil de 5 %) 


Temoin 


0 


34:97 


A 


Extrait 01 k 2 L/ha 


100 


90 


B 


Extrait 01 k 3 L/ha 


100 


90 


B 


Extrait 01 k 4 L/ha 


100 


90 


B 


Kelthane k 1 L/ha 


100 


90 


B 



5 L'extrait 01 a aussi un effet tres important sur la mortalite de larves jeunes des 

le plus faible dosage : 

Ainsi, Textrait 01 selon T invention presente un effet tres significatif sur la 
mortality, aussi bien sur les adultes que sur les larves de Taraignte rouge. 

I 

10 n est ainsi montre dans ces difiKrents tests (exemple 4, 5 et 6) que Textrait d*ail 

aux doses testees est aussi efficace que les produits de synthase qui sont les references 
dumarch6, 

Exemple 7 : activite p6diculicide sur les insectes suceurs 

15 

L'activit6 anti-poux de T extrait d'ail 02 est mesur6e in vitro, Les poux utilises 
sont les poux Pediculus humanus humanus 61ev6s en laboratoire et gorges de sang 
(elevage maintenu sur des lapins). 

Les poux sont immerges par lots de 5 individus dans 300 /^L d'eau distiU6e 

20 (temoin) ou dans 300 /dL de l'extrait d'ail dilue a 50 % P/P avec de I'eau (poiir eviter 
d'avoir une texture coUante) dans des tubes Eppendorf. Apres une agitation manuelle 
de 5 secondes, le contenu de chaque tube est vers6 sur une rondelle de papier filtre de 5 
cm de diamdtre tapissant le fond d*une bolte de P6tri- La botte est fenn^e et conserv€e a 
temperature ambiante. II est not6, pour chaque bolte, le nombre de poux vivants ou 

25 morts en fonction du temps. 
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Les poux sont fractionnSs en lots et chaque experience est men6e sur 5 poux. 
L' experience est repet^e 10 fois pour r6aliser la rnesmre sur un total de 50 poux pour 
chaque condition. L-es resultats sont les suivants : 



XJ A 111* AO 

xieuies 


Pourcentage de poux morts en fonction du temps 


T6moin 


Bxtrait 02 dilu6 & 50 % en poids 


0 


0 


0 


1 


0 


12.0 


2 


0 


12.0 


3 


0 


12.0 


4 


0 


16.0 


5 


• 

0 


18.0 


6 


0 


18.0 


7 


0 


18.0 


8 


0 


20.0 


9 


0 


24.0 


10 


3.0 


38.0 


24 


7.0 


74.0 



L'extrait 02 montre une activite p6diculicide r6eUe> meme si le temps de 
contact n^cessaire entre poux et extrait est assez long. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition caract^ris^e par le fait qu'elle renferme du sulfure de 
diaUyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle (DAS3) du 
tdtrasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en poids est au moins de' un 
milligranMne par gramme de composition. 

2. Composition selon la revendication 1, caract6ris6e par le fait qu'au 
moins 50 % des polysulfiires de diallyle (DASn) sont constitues de DAS2 et DAS3. 

3 . Composition selon 1* mie des revendications 1 ou 2, caract6ris6e par 
le fait qu'elle comprend un extrait d'aiL 

4. Composition selon la revendication 3, caract^ris^e par le fait que 
les composes soufres constitues de polysulfures de diallyle (DASn). disulfure de 
dim6thyle (DMS2), disulfure de dipropyle (DPS2). thiosulfinate de dim6thyle 
(TiM2), allicine (TiA2) sont majoritaires dans I'extrait d'ail. 

5. Composition selon la revendication 4. caract^risde par le fait que 
les DASn reprfisentent plus de 50 % des composes soufres de I'extrait d'ail. 

6. Composition selon la revendication 5, caract6risee par le fait qu'elle 
contient du Gluacs. 

7. Composition selon la revendication 5, caract6ris6e par le fait qu'elle 
contient de I'allicine. 

8. Composition selon la revendication 5. caract6ris6e par le fait qu'elle 
contient de Talliine. 

9. Biopesticide comprenant une composition teUe que d6finie dans 
Tune quelconque des revendications Ik 8. 

10. Biopesticide selon la revendication 9, comprenant des adjuvants de 
formulation. 

1 1 . Utilisation d'un Mopesticide selon I'une des revendications 9 ou 10 
pour lutter centre les ravageurs des denr^es agricoles et alimentaires. et les lavageurs 
des bois et textiles. 

12. Utilisation d'un biopesticide selon I'une des revendications 9 ou 10 
pour lutter centre I'infestation des humains et animaux piur les poux ou autres insectes 
suceurs. 

13. Proc6de de preparation d'une composition renfermant du DAS, du 
DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la somme en poids est au moiiis de un milligramme 
par gramme de composition comprenant les Stapes de bioyage h chaud de I'ail et la 
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recup6ration subsequent des fractions volatiles, puis une etape de pressage de I'ail 
suivie d'une etape de filtration de Tail press6e puis une etape de concentration sous 
vide et la r€cup6ration subs6quente des fractions volatiles. 

14. Proc6de selon la revendication 13, comprenant une etape 
d'inhibition de T activity enzymatique de Tail par un traitement thermique ad^quat 
applique avant rextraction. 

15. Proc6d6 selon la revendication 13, comprenant une etape 
d'inhibition de Tactivit^ enzymatique de Tail par une acidification adequate. 

16. Proc6d6 selon Tune quelconque des re vendi cations 13 k 15, 
comprenant une etape d' utilisation de sulfites avant le broyage pour 6viter les 
ph6nomenes d*oxydation. 

17. Composition renfermant du DAS, du DAS2, du DAS3, du DAS4 
dont la somme en poids est an moins de un milligramme par gramme de composition 
caracteris€eLpar le fait qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le proced6 tel que 
d6fini dans Tune quelconque des revendications 13 a 16. 




I 




IKStlTUT 
NATIONAL DC 
LA PnOPmETC 
IHOUSTRItUE 



BREVET D'INVENTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propri^tS intellectuelie - Livre VI 




N» 11235*03 



DgPARTEMENT OES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Tel^copie : 33 (1) 42 94 86 54 



DESIGNATION DMNVENTEUR(S) Page 1 . / ? . . 

(A fournir dans le cas ou les demandeurs et 
les inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

Get imprim6 est a remplir lislblement a Tencre noire db 113 ^ w/ ?706oi 




Vos r^f^rertces pour ce dossier (facuUatif) 



N*" D'ENREGISTREMENT NATIONAL 



B 02/3678 FR-LM 



0314394 



TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

Biopesticide comprenant une composition riche en polysuifures de diallyle. 



LE(S) DEMANDEURCS) : 



Societe par actions simplifiee dite : DIANA VEGETAL 



DESIGN£(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



H Norn 




1 GAUDOUT 


Prenoms 


David 




Rue 


41 , residence le Pommerale 1 


Adresse 






Code postal et ville 


|3 5 1 3 3 1 Romagne | 


Societe d'appartenance (facultaUf) 




Nom 


INISAN 1 


Prenoms 


Claude | 




Rue 


61 rue Anatole Le Briz 1 


Adresse 






Code postal et ville 


13 5 7 0 01 RENNES 


Societe d'appartenance (facultaUJ) 




0 Nom 


DURECHOU Serge j 


Pr§noms 


DURECHOU Serge 1 




Rue 


La Barbotterie 1 


Adresse 






Code postal et ville 


15 3 3 8 .0 1 La Croisille j 


Society d'appartenance (Jacuhaiif) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formutaires. Indiquez en haut a droite le N'' de (a page suivi du nomfare de pages. 

DATE ET SIGNATURE{S) 
DU (DEC) DEMANDEUR(B » 
m DU MANDATAIRE 
(Nom et quality du signataire) 



Paris, le 1 1 D^cembre 2003 




Axel CASALONGA, bniQ^ 1044 I 
Conseil en Propri^te Industrielle 



La loi n**78.l7 du 6 janvier 1978 relative a Tinformatique, aux fichiers et aux libert^s s'applique aux reponses faites h ce formulalre. 
Elle garantit un droit d'acc^s et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de i'lNPI. 



regue le 11/12/03 




I INSTITUI 
NAf tONAl OK 

LA pnopsterc 

INDUSTRIKLLB 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis. rue de Saint P6tersbourg 
75800 Paris Cedcx 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



BREVET D'lIMVEWTION 

CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriety inteilectuelle - Livre VI 

DESIGNATION DMNVENTEUR(S) Page ? . / ?. . 

(A fournir dans le cas ou les demandeurs et 
les inventeurs ne sent pas les memes persoanes) 



11235*03 



Vos references pour ce dossier (faciiUalif) 



Get im prime est a rempiir lislbiement a I'encre noire 
B 02/3678 FR-LM 



DQ 113 ^\V/ 270601 



0314394 



M° D'EWREGISTREMENT NATiOWAL 
TITRE DE L' INVENTION (200 caractferes ou espaces maximum) 

Biopesticlde comprenant une composition riche en polysulfures de diallyle. 



LE(S} DESViANDEUR(S) : 



Soci^te par actions simplifiee dite : DIANA VEGETAL 



DESIGNE(NT) EW TANT QU'INVENTEUR(S) : 




Adresse 



Rue 



Code postal et vllle 



Societe d'a ppartenance (facultaiif) 
Norn 



Prenoms 



Rue 



Adresse 

Code postal et ville 
Socl6te d'appartenance (facultaiif) 

Norn 
Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



La Souchay 



13 5 4 6 0! ST BRICE EN COGLES 



L 



i 



Soci6te d'appartenance (fat^tatif) 
SH y a plus de trois inventeurs. ut ilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le de la p age suivi du nombre de pages, 

DATE ET S1GNATURE{S) 
DU (DEC) DCtVlANDCUR(&) 
W DU MANDATAIRE 
(Nom et qualHd du signataire) 



Paris, le 1 1 Decembre 2003 



Axel nA.c^AI n^nA, hm 92 h 044 i 



Conseil en Propri§te Industrielfe 

La loi n^'ZS-l? du 6 Janvier 1978 relative a IMnformatique. aux fichiers et aux libert^s s^applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnies vous concernant aupres de IMNPI. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record. 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

<O^ACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 
INES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

FERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 




IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



